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AI Eritrocitoza je opredeljena kot motnja s povišanim številom rdečih krvnih telesc in 
hkrati povišanimi vrednostmi hematokrita ter hemoglobina. Vzrok za primarno 
družinsko eritrocitozo (DE) tipa 1 (ECYT1) je mutacija v genu za eritropoetinski 
receptor (EPOR). V Sloveniji še ni uvedene diagnostične preiskave, ki bi zajemala 
testiranje gena EPOR, v zvezi s pojavom te bolezni. S sistematičnim pregledom 
literature smo zbrali 24 različic gena EPOR povezanih z DE, vse so v eksonu 8. Z 
uporabo orodij SIFT in PolyPhen smo določili 33 različic z največjim napovedanim 
učinkom na delovanje proteina, od katerih jih je bilo deset predhodno že povezanih 
z eritrocitozo. Optimizirali smo reakcijo PCR za pomnožitev eksona 8 gena EPOR. 
Primerjali smo nukleotidno zaporedje gena EPOR dveh bolnikov z eritrocitozo 
neznanega vzroka, dveh zdravih kontrol in referenčnega genoma. Razlik v 
nukleotidnem zaporedju nismo ugotovili, ter tako pri bolnikih izključili sum na 
ECYT1. Omogočili smo prenos nove diagnostične metode za odkrivanje DE v 
klinično uporabo v Specializiran hematološki laboratorij Kliničnega oddelka za 
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AB Erythrocytosis is defined by an increased number of red blood cells and at the same 
time elevated levels of hematocrit and hemoglobin. The cause of primary family 
erythrocytosis (FE) type 1 (ECYT1) is the mutation in the erythropoietin receptor 
gene (EPOR). A diagnostic investigation has not yet been established in Slovenia, 
which would cover the testing of the EPOR gene in relation to the occurrence of 
this disease. We retrieved 24 polymorphisms of the EPOR gene associated with FE 
using systematic review of the literature;  all of them  located in exon 8.  Using 
SIFT and PolyPhen tools we determined 33 missense variants with the highest 
predicted effect on protein function, which included ten variants  previously 
associated with erythrocytosis. We optimized the PCR reaction for amplification of 
the exon 8 of the EPOR gene. The nucleotide sequence of the EPOR gene was 
analyzed and compared among two patients with idiopathic erythrocytosis, two 
healthy controls and the reference genome. We did not detect any nucleotide 
sequence differences, thereby excluding suspicion of ECYT1 in patients. We were 
able to transfer the new diagnostic method for the detection of FE in clinical use to 
the Specialized Hematology Laboratory of the Clinical Department of Hematology 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
aa aminokislina (angl. amino acid) 
angl. angleški prevod 
BFU-E primitivne eritroidne matične celice (angl. burst forming unit erythroid 
cells) 
BLAST spletno orodje z algoritmom za primerjavo zaporedij in iskanje optimalnih 
lokalnih poravnav (angl. The Basic Local Alignment Search Tool) 
 
bp bazni par (angl. base pair) 
BPGM bifosfoglicerat mutaza (angl. bisphosphoglycerate mutase) 
cDNA komplementarna DNA (angl. complementary DNA) 
PROTEIN kodirajoče zaporedje (angl. coding sequence) 
CFU-E monopotentne matične celice eritropoetske vrste (angl. colony forming unit  
erythroid cells) 
 
CE prirojena eritrocitoza (angl. congenital erythrocytosis) 
COHb karboksihemoglobin (angl. carboxyhemoglobin) 
DE družinska eritrocitoza 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
dNTP deoksinukleotid trifosfat (angl. deoxyribonucleotide triphosphate) 
ECYT1 družinska eritrocitoza tipa 1 (angl. familial erythrocytosis type 1) 
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EGLN1 egl devet homolog 1 (angl. egl-9 family hypoxia inducible factor 1, tudi  
PHD2) 
 
EPAS1 endotelijska PAS domena 1 (angl. endothelial PAS protein 1,  tudi HIF2A) 
EPO eritropoetin (angl. erythropoietin) 
EPOR eritropoetinski receptor (angl. erythropoietin receptor) 
EtBr etidijev bromid (angl. ethidium bromide) 
Hb hemoglobin  
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JAK2 janus kinaza 2 (angl. janus kinase 2) 
kbp kilo bazni par (1000 bp) 
KME Komisija za medicinsko etiko 
KOH Klinični oddelek za hematologijo 
KOPB kronična obstruktivna pljučna bolezen 
MgCl2 magnezijev klorid 
mRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA) 
NCBI nacionalni center za biotehnološke informacije (angl. National Center for 
Biotechnology Information) 
 
O2 kisik  
OMIM katalog  človeških genov in genetskih bolezni (angl. Online Mendelian 
Inheritance in Man) 
 
PCFP primarna prirojena družinska policitemija (angl. primary congenital familial 
polycythemia) 
 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
PHD2 prolil hidroksilaza 2 (angl. HIF prolyl hydroxlase 2, uradno ime EGLN1) 
PolyPhen Orodje, ki predvidi možen vpliv zamenjave aminokislin na strukturo in 
delovanje proteina (angl. Polymorphism Phenotyping) 
 
PV policitemija vera (angl. polycythemia vera) 
RKC rdeče krvne celice 
RNA ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
rs referenčna številka SNP (angl. reference SNP ID number) 
SHL Specializiran hematološki laboratorij 
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SHP-1 fosfotirozinska fosfataza 1 (angl. src homology region 2 domain-containing 
phosphatase-1) 
 
SIFT Orodje za predvidevanje vpliva zamenjave aminokislin na delovanje 
proteina (angl. Sorting Intolerant From Tolerant) 
 
SNP polimorfizem posameznega nukleotida (angl. single nucleotide 
polymorphism) 
 
SOCS-3 inhibitor citokinske signalizacije 3 (angl. suppressor of cytokine signaling 
3) 
TBE Tris-Borat-EDTA (angl. Tris/Borate/EDTA buffer) 
UKC Univerzitetni klinični center 
UTR neprevedena regija (angl. untranslated region) 
VHL tumor-supresorski protein von Hippel-Lindau (angl. von Hippel–Lindau 
tumor suppressor) 
 
ZO začetni oligonukleotid 
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1  UVOD  
1.1  OPREDELITEV PROBLEMA 
Eritropoetinski receptor (EPOR) in hormon eritropoetin (EPO) sta ključna dejavnika 
hematopoeze. EPO je regulator zorenja eritroidnih matičnih celic (izvornih celic) v 
kostnem mozgu in omogoča njihovo proliferacijo in diferenciacijo v zrele eritrocite. EPO 
se veže na EPOR, primarno izražen na površini celic hematopoetskega tkiva. Aktivacija 
receptorja sproži signalne poti, ki so udeležene v procesih rasti, proliferacije in zaščite pred 
apoptozo (Cario, 2005; Bunn, 2013). Mutacije v eksonu 8 gena EPOR privedejo do 
skrajšane oblike proteina EPOR (angl. protein truncation) ter izgube negativne regulatorne 
citoplazemske vezavne domene SHP-1. Posledica je preobčutljivost (hipersenzitivnost) 
celic na EPO ter razvoj eritrocitoze (Cario, 2005; Huang in sod., 2010). Vse doslej znane 
mutacije gena EPOR se nahajajo v eksonu 8 in so večinoma drugačnosmiselne (angl. 
missense) oz. manjše delecije ali insercije, ki privedejo do prezgodnega zaključnega 
kodona (angl. stop codon) (Kralovics in Prchal, 2000; O'Rourke in sod., 2011).  
1.2  CILJI IN NAMEN MAGISTRSKE NALOGE SO BILI: 
 sistematično pregledati literaturo in podatkovne zbirke vseh znanih povezav med 
genom EPOR in družinsko eritrocitozo (DE), 
 urediti in poenotiti imena različic v genu EPOR v skladu s priporočili podatkovnih 
zbirk dbSNP in Ensembl, 
 pridobiti genomske podatke gena EPOR, povezane z družinsko eritrocitozo tipa 1 
(ECYT1) pri človeku iz genomskega brskalnika Ensembl, 
 optimizirati verižno reakcijo s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) za 
pomnožitev izbranega zaporedja gena EPOR in sekvenčno reakcijo, 
 eksperimentalno potrditi prisotnosti izbranih različic na bioloških vzorcih dveh 
bolnikov z eritrocitozo neznanega vzroka (JAK2 negativna eritrocitoza), s 
primerjavo nukleotidnega zaporedja bolnikov z zaporedjem zdravih kontrol ter 
referenčnim zaporedjem, 
 novo diagnostično metodo za odkrivanje družinske eritrocitoze tipa 1 (ECYT1) 
prenesti v klinično uporabo v Specializiran hematološki laboratorij (SHL) Kliničnega 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE   
Hipoteza 1: 
Različice gena EPOR so tudi v regijah vezavnih mest za proteine. 
Hipoteza 2: 
Različice gena EPOR, za katere obstaja največji napovedani učinek na delovanje proteina z 
bioinformacijskimi orodji, so povezane z eritrocitozo. 
Hipoteza 3: 
Bolniki z eritrocitozo neznanega vzroka, ki so vključeni v raziskavo, imajo različice 
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2  PREGLED OBJAV 
2.1 ERITROCITOZA IN PRIMARNA DRUŽINSKA ERITROCITOZA 
Eritrocitoza obsega heterogeno skupino motenj, za katero je značilno povišanje eritrocitne 
mase v periferni krvi. Klinično se odraža s povišanim hematokritom (Ht), hemoglobinom 
(Hb) in / ali številom rdečih krvnih celic (RKC). Eritrocitoze se delijo na prirojene in 
pridobljene, ter na primarne in sekundarne (Slika 1) (Huang in sod., 2010; Bento in sod., 
2015). 
Primarna eritrocitoza je rezultat molekularne napake v hematopoetskih matičnih celicah, 
kar vodi do preobčutljivosti celic na eritropoetin (EPO) in EPO v serumu pod normalno 
vrednostjo. Primarni vzrok povečanega števila RKC je policitemija vera (PV) (pridobljena) 
ali družinska eritrocitoza (DE) (prirojena). Mutacija gena Janus kinaze 2 (JAK2) (V617F v 
eksonu 14 ali mutacije v eksonu 12) je vzročna za PV (OMIM # 263300). Mutacija gena 
EPOR je kazalnik primarne DE tipa 1 (ECYT1) (OMIM # 133100), znane tudi kot 
prirojena eritrocitoza (angl. congenital erythrocytosis, CE) ali primarna prirojena družinska 
policitemija (angl. primary congenital familial polycythemia, PCFP) (Bento in sod., 2016). 
 
 
Slika 1: Klasifikacija eritrocitoz (Mlakar, 2008; Bento in sod., 2015). Legenda: JAK2 – gen Janus kinaza 2; 
PV – policitemija vera; EPOR – gen eritropoetinski receptor; ECYT1 – 5 – družinska eritrocitoza tipa 1 – 5; 
VHL – gen tumor-supresorski protein von Hippel-Lindau; EGLN1 – gen egl devet homolog 1; PHD2 – gen 
HIF prolil hidroksilaza 2; EPAS1 – gen endotelijska PAS domena 1; HIF2A – gen hipoksija-inducibilni 
faktor 2 alfa; KOPB – kronična obstruktivna pljučna bolezen; COHb – karboksihemoglobin; EPO – 
eritropoetin; EPO – gen; HBB – gen hemoglobin beta; HBA2 – gen hemoglobin alfa 2; HBA1 – gen 
hemoglobin alfa 1; BPGM – gen bifosfoglicerat mutaza. 
4 
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2.1.1 Eritropoeza 
Dozorevanje rdečih krvnih celic (eritropoeza) je spodbujena ob nizki koncentraciji kisika v 
krvi. V krvni obtok se sprosti EPO, ki nastaja pretežno v ledvicah, manjši del pa v jetrih. 
EPO v kostnem mozgu spodbuja nastajanje in zorenje eritrocitov iz pluripotentnih 
matičnih celic (Huang in sod., 2010). 
 
 
A) B)  
 
Slika 2: Prikaz eritropoeze (Lankhorst in Wish, 2010). A) Ob nizki koncentraciji kisika v krvi se v krvni 
obtok sprosti EPO. B) Zorenje eritrocitov iz matičnih celic.  
2.2  GEN EPOR IN PROTEIN 
EPOR (NCBI Gene ID: 2057) je član družine citokinskih receptorjev. Nahaja se na 
kromosomu 19, na položaju 19p13.2 in obsega več kot 7 kilo baznih parov (kbp). Zapisan 
je v protismiselni (angl. reverse) orientaciji in sestavljen iz 8 eksonov (Slika 3). Znani sta 
dve različici nukleotidnega zapisa gena EPOR, kodirajoča in nekodirajoča (non-coding 
variant). Kodirajoča različica ima 2459 baznih parov (bp) (NCBI RefSeq NM_000121.3) 
(Ensembl, 2018; NCBI, 2018) in kodira 508 aminokislin (aa). Prvih 24 aa predstavlja t.i. 
signalni peptid, preostalih 484 aa pa zreli protein. EPOR (Slika 4) je sestavljen iz 
zunajceličnega (ekstracelularnega) (25-250 aa), transmembranskega (251-273 aa) in 





Slika 3: Shematski prikaz gena EPOR (Ensembl, 2018). Sestavlja ga 8 eksonov, zapisan je v protismiselni 
(reverse) orientaciji.  
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Slika 4: Shematski prikaz proteina EPOR. Sestavljajo ga zunajcelična (siva), transmembranska (zelena) in 
citoplazemska (modra) regija. Vezni mesti za molekulo EPO sta na zunajcelični domeni dveh molekul EPOR 
(homodimerni receptor). 
Dimerizacija in aktivacija EPOR se sproži z vezavo liganda EPO (Slika 5), kar vodi k 
vzpostavitvi signalnih poti odgovornih za povečano proliferacijo in zorenje RKC. EPOR 
signalizacija preneha z vezavo fosfotirozinske fosfataze 1 (SHP-1, proteina, ki ga kodira 
gen PTPN6, vezavno mesto na EPOR je na 454 aa, oz. 1495 - 1497 bp) in proteina 
inhibitor citokinske signalizacije 3 (SOCS-3, vezavno mesto na EPOR je med 454 - 456 aa, 
oz. 1495-1503 bp) (Hörtner in sod., 2002; UniProt, 2018). 
 
 
Slika 5: Kristalna struktura kompleksa proteinov EPO-EPOR (PDBe, 2018). Kompleks sestavljajo ena 
molekula EPO proteina ter dva EPOR monomera. Združitev sproži aktivacijo in vzpostavitev signalnih poti 
za proliferacijo in zorenje RKC. 
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Opisanih je več mutacij gena EPOR, ki predstavljajo tip 1 DE (ECYT1). Te mutacije v 
genu povzročijo skrajšanje proteina in izgubo inhibitorne domene v citoplazemski regiji 
proteina EPOR, posledično ni prekinitve signalne poti. Za bolnike z mutacijami v genu 
EPOR so značilne nizke serumske vrednosti EPO (EPO neodvisni). Kljub temu, še vedno 
proizvajajo eritroidne kolonije, zaradi vztrajne aktivacije receptorja. Mutacije gena EPOR 
so potrdili pri 12 – 15 % vseh primerov podedovanih eritrocitoz (Kralovics in Prchal, 
2001; Huang in sod., 2010). 
2.2.1  Vloga SHP-1 in SOCS-3 
Ob aktivaciji EPOR se sproži mehanizem, ki uravnava in preprečuje nekontrolirano 
nastajanje rdečih krvnih celic. Vzpostavi se tako imenovana negativna povratna zanka.  
Izguba negativne regulacije, zaradi odsotnosti SHP-1 in SOCS-3 domene, povzroči 
konstantno aktivacijo receptorja, produkcija eritrocitov se ne ustavi, kar vodi v nastanek 
eritrocitoze (Huang in sod., 2010; Sasaki in sod., 2000). 
2.3  PODATKOVNE ZBIRKE 
Nacionalni center za biotehnološke informacije (NCBI) je obširna podatkovna baza z 
dostopom do vsebin s področja znanosti in medicine. Spada pod okrilje Nacionalne 
knjižnice za medicino s sedežem v Združenih državah Amerike (angl. United States  
National Library of Medicine, U.S. NLM). Vključuje podatkovno zbirko PubMed, ki 
obsega več kot 28 milijonov citatov biomedicinske literature iz MEDLINE, znanstvenih 
časopisov in spletnih knjig. V citatih so lahko povezave do vsebin celotnih besedil preko 
PubMed Central (PMC) in spletnih mest izdajateljev. Del platforme so tudi ClinVar (zbira 
informacije o različicah zaporedja DNA in njihovem vplivu na zdravje ljudi), dbSNP 
(podatkovna zbirka polimorfizmov posameznega nukleotida (angl. single nucleotide 
polymorphisms, SNP) (dbSNP, 2018), RefSeq (zbirka referenčnih zaporedij, vključno z 
genomskimi in kodirajočimi nukleotidnimi zaporedji) (NCBI, 2018). 
Zbirka OMIM (angl. Online Mendelian Inheritance in Man) je prosto dostopna celovita 
zbirka genov in fenotipov pri človeku, ki se dnevno posodablja. Vsebuje informacije o 
vseh znanih mendelskih boleznih in več kot 15.000 genih. Osredotoča se na povezave med 
genotipom in fenotipom. Vključuje povezave z drugimi viri genetskih informacij (Online 
Mendelian Inheritance in Man, 2018). 
Evropski bioinformacijski inštitut EMBL-EBI (angl. The European Bioinformatics 
Institute) vključuje genomski brskalnik Ensembl, UniProt (obsežen vir podatkov v zvezi z 
delovanjem in strukturo proteinov), ter PDBe (evropski vir za zbiranje, organiziranje in 
razširjanje podatkov o bioloških makromolekularnih strukturah).  
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Z uporabo orodij SIFT (angl. Sorting Intolerant From Tolerant) in PolyPhen (angl. 
Polymorphism Phenotyping) predvidimo vpliv zamenjave aminokisline na delovanje 
proteina pri drugačnosmiselnih različicah nukleotidnega zaporedja. Lestvica v orodju SIFT 
poteka od 0 (škodljiv učinek) do 1 (toleriran), v orodju PolyPhen pa od 1 (verjetno škodljiv 
učinek) do 0 (benigen), z vmesno možnostjo (morda škodljiv) (Slika 6). 
 
 
Slika 6: Prikaz kategorij različic nukleotidnega zaporedja glede na predpostavljen vpliv na delovanje 
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1  POTEK DELA 
Magistrska naloga je sestavljena iz teoretičnega in eksperimentalnega dela.  
Teoretični del obsega sistematičen pregled literature in podatkovnih zbirk v časovnem 
obdobju med leti 1/1993 in 6/2017. Iskali smo povezave med DE in njenimi kliničnimi 
znaki: povečano maso RKC, zvišanim hemoglobinom in hematokritom, z genom EPOR. 
Uporabili smo ključne besede kot so: eritropoetinski receptor, mutacije, polimorfizem, 
skrajšanje eritropoetinskega receptorja, družinska eritrocitoza, prirojena eritrocitoza, 
primarna prirojena družinska policitemija in povišano število rdečih krvnih celic. Zbrane 
podatke smo dopolnili z dodatnimi relevantnimi genomskimi informacijami. 
Za namen izvedbe eksperimentalnega dela smo pridobili biološke vzorce. Analizo mutacij 
gena EPOR smo opravili na vzorcih dveh sorodnih bolnikov, ki imata eritrocitozo 
(označena z B1 in B2). Zgodovino poteka bolezni in opravljenih preiskav so nam 
posredovali iz Kliničnega oddelka za hematologijo (KOH) Univerzitetnega kliničnega 
centra (UKC) Ljubljana. Predhodno so pri bolnikih izvedli standardne preiskave krvi in 
analizo mutacij gena JAK2 (V617F in mutacije eksona 12). Z negativnimi rezultati 
preiskav so izčrpali diagnostične postopke v zvezi z opisanimi simptomi. Pri raziskavi smo 
kot zdrave kontrole vključili dva prostovoljca z normalnimi vrednostmi RKC in 
hematokrita (označena s K3 in K4). 
Preverili smo, ali so pri vzorcih bolnikov z negativno JAK2 eritrocitozo, prisotne različice 
nukleotidnega zaporedja. Hkrati pa smo vpeljali novo diagnostično metodo za analizo 
mutacij gena EPOR povezanih z DE v klinično rabo. 
Nalogo je odobrila Komisija za medicinsko etiko (KME 115/08/15), bolnika in ostali 
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Slika 7: Shematski prikaz poteka naloge. Legenda: ZO –  začetni oligonukleotidi. 
3.2  MATERIAL 
3.2.1  Kemikalije in kompleti reagentov 
 Voda, prosta DNAz in RNAz, proizvajalec Roth 
 Komplet reagentov za PCR KAPA HiFi HotStart PCR (250 U; kat. št. 07958889001), 
proizvajalec KAPA BIOSYSTEMS 
 Začetni oligonukleotidi (ZO), proizvajalca Eurofins Genomics čiščeni z HPLC. 
Posamezni ZO so navedeni v Preglednici 1 
 Agaroza, proizvajalec Genaxxon bioscience 
 Mešanica fragmentov DNA z znanimi velikostmi GeneRuler™ 100bp Plus DNA 
Ladder (0,5µg/µl; 50µl; kat. št. #SM0241), proizvajalec Thermo Fischer Scientific 
 Nanašalni pufer DNA Gel Loading Dye (6x; 1ml; kat. št. #R0611), proizvajalec 
Thermo Fischer Scientific  
 Etidijev bromid (EtBr) (10 mg/ml) 
 Pufer TBE (angl. Tris/Borate/EDTA), 10 x 
 Komplet reagentov za čiščenje PCR produktov ExoSAP-IT (Affymetrix) 
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 Sekvenčna reakcijska mešanica BigDye terminator v1.1 (AppliedBiosystem) 
 Sekvenčni pufer BigDye  
 Reagenčni komplet za čiščenje BigDye XTerminator kit  
 Vzorci cDNA dveh bolnikov in dveh kontrol 
3.2.2  Aparature in pribor 
 Ciklični termostat za pomnoževanje DNA z metodo PCR SimpliAmp™, proizvajalec 
Applied biosystems 
 Aparatura za agarozno gelsko elektroforezo (horizontalna), proizvajalec Bio-Rad 
 Aparat za dokumentacijo gelov ImageQuant LAS-4000, proizvajalec Fujitsu Life 
Sciences 
 Namizna centrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5417 C) 
 Orbitalni mešalnik – vorteks MS1 Minishaker, proizvajalec IKA 
 Termoblok (BioSan) 
 Tehtnica (Kern PCB) 
 Mikrovalovna pečica  
 Pipete (Gilson) 
 Hladilniki (4 °C) in zamrzovalniki (- 20 °C) 
 Parni sterilizator (Geprüfte Sicherheit) 
 Sekvenator ABI 310 (Applied Biosystems) 
 Kadička z glavničkom za vlivanje agaroznih gelov 
 Erlenmajerica 
 Stojalo za centrifugirke 
 Mikrocentrifugirke 
 Nastavki za pipete s filtrom in brez filtra 
3.2.3  Vzorci cDNA 
Vzorec za določitev genskih sprememb v genu EPOR predstavlja cDNA. Sintetizirano 
cDNA pripravljeno iz vzorcev RNA dveh bolnikov in dveh kontrol za nadaljnje delo smo 
dobili iz Specializiranega hematološkega laboratorija (SHL) KOH, UKC Ljubljana. 
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3.3  METODE 
3.3.1  Pregled literature in podatkovnih zbirk 
V podatkovnih zbirkah (PubMed, Web of Science, Science Direct) smo iskali povezave 
med DE in njenimi kliničnimi znaki (povečana masa RKC, zvišani hemoglobin in 
hematokrit) ter različicami nukleotidnega zaporedja v genu EPOR. Iskanje smo izvedli z 
uporabo ključnih besed: eritropoietinski receptor, mutacije, polimorfizem, skrajšanje 
eritropoietinskega receptorja, družinska eritrocitoza, prirojena eritrocitoza, primarna 
prirojena družinska policitemija in povišano število rdečih krvnih celic. Časovna 
razporeditev literature je bila od leta 1/1993 do 6/2017.  
Različice nukleotidnega zaporedja in genomske koordinate smo pridobili iz genomskega 
brskalnika Ensembl, izdaja 92 (v.92) (http://www.ensembl.org/index.html) in RefSeq oz. 
Entrez Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). Zbrane podatke smo dopolnili z 
dodatnimi relevantnimi genomskimi informacijami. Referenčne SNP identifikacijske 
številke (rs ID), sopomenke in klinične podatke smo pridobili iz baz podatkov o 
posameznih nukleotidnih polimorfizmih (dbSNP) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) in SNPedia 
(http://www.snpedia.com/index.php/SNPedia). Nadalje, iz zbirke podatkov o človekovih 
genih (HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), iz spletne strani 
Erythrocytosis.org (http://www.erythrocytosis.org/scid/polycythemias_en/) in zbirki 
podatkov o variabilnosti Leiden Open (LOVD). Razvrstitev eritrocitoz smo povzeli po 
zbirki Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (http://www.omim.org/).  
Lokacije molekularnih interakcij smo pridobili iz UniProt (http://www.uniprot.org/). Imena 
genov smo poenotili v skladu s podatkovno zbirko HGNC (http://www.genenames.org/). 
Referenčne številke PubMed ID (PMID) smo pridobili na spletni strani NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Genomske lokacije različic nukleotidnega zaporedja smo 
poenotili v skladu z glavnimi genomskimi brskalniki (bp na kromosomu). Zbrane 
genomske podatke smo oblikovali in poenotili v skladu s priporočili podatkovne zbirke 
VarNomen (http://varnomen.hgvs.org/), ki vsebuje predloge za standardizacijo poročanja 
genotipsko-fenotipskih združenj.  
Za razvrstitev različic nukleotidnega zaporedja, glede na predviden vpliv na delovanje 
proteina, smo uporabili bioinformacijski orodji SIFT in PolyPhen. Do njiju dostopamo 




Vočanec D. Analiza variabilnosti gena za eritropoetinski receptor pri družinski eritrocitozi.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2018  
 
3.3.2  Razvoj metode PCR za pomnožitev cDNA in sekvenčna reakcija 
3.3.2.1 Oblikovanje začetnih oligonukleotidov 
Za izbor začetnih oligonukleotidov (ZO) smo uporabili kodirajoče nukleotidno zaporedje 
(cDNA oz. mRNA) gena EPOR. Uporabili smo izpis nukleotidnega zaporedja iz 
genomskega brskalnika Ensembl, ki omogoča prikaz različic DNA zaporedja. Na ta način 
smo se izognili predelom, kjer so prisotne različice v namen izogiba vpliva na potek 
reakcije PCR. Začetek pomnoževanja smo postavili na mesto stika med eksonom 2 in 3, 
tako da je približno polovica ZO pokrivala vsak ekson. S tem smo želeli onemogočiti 
pomnoževanje nespecifičnega produkta (nekodirajočega zaporedja, v intronu med 
eksonoma 2 in 3, daljšega za 250 bp od kodirajočega zaporedja). Protismiselni ZO smo 
postavili za 138 bp od zaključnega kodona v 3'utr regijo gena, tako da je bil zanesljivo 
pokrit celoten ekson 8. Dolžina PCR produkta zajema 1431 bp. Z orodjem Primer BLAST 
(NCBI) smo preverili kompatibilnost izbranih smiselnih in protismiselnih ZO, ki smo jih 
izbrali za reakcijo PCR. Nukleotidno zaporedje ZO je navedeno v Preglednici 1, njihova 
lega pa v prilogi A. 
Preglednica 1: Zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili v PCR in sekvenčni reakciji. 
Vrsta 
reakcije 







PCR EpoR-ex2/ex3F-1 TCCTACCAGCTCGAGGATGAGCCA 24 
1431 
PCR EpoR-3utrR-3 TGAGCAGGATGGATTGGGCAG 21 
SEQ EpoR-ex8F-1 ACCAGAATGATGGCTGCCTG 20 
347 
SEQ EpoR-ex8R-2 AAAGCTGGCAGCAGAGGC 18 
SEQ Epor-ex8F-2 CAGAAGCATCCTCCTGCTCAT 21 
328 
SEQ Epor-3utrR-1 TCCTAAGAGCAAGCCACATAGC 22 
 
3.3.2.2 Reakcija PCR  
Zaporedje cDNA gena EPOR smo pomnožili z reakcijo PCR. Zaporedje ZO, ki smo jih 
uporabili v reakciji so navedeni v Preglednici 1. Začetno reakcijo PCR smo zastavili po 
navodilih proizvajalca KAPA Biosystems in kompleta KAPA HiFi HotStart PCR Kit. 
Omenjeni komplet vsebuje polimerazo DNA, dve vrsti pufra (Fidelity in pufer GC, oba 
vsebujeta MgCl2 v 1 x koncentraciji 2mM), mešanico deoksinukleotid trifosfatov (dNTP) 
in dodatni magnezijev klorid (MgCl2), ki pa ga nismo uporabili.  
Ob pomnožitvi odsekov gena EPOR s PCR smo naredili tudi kontrolno reakcijo z vodo, 
kjer smo preverili, da med pripravo reakcije PCR ni prišlo do nespecifičnega 
pomnoževanja zaradi kontaminacije s tujo DNA.  
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3.3.2.3 Priprava univerzalne mešanice PCR 




Voda 12,25 μl / (do 25 μl) / 
5X KAPA HiFi GC pufer 5 μl 1x 
10 mM KAPA mešanica dNTP 0,75 μl 0,3 mM 
10 μM smiselni ZO 0,75 μl 0,3 μM 
10 μM protismiselni ZO 0,75 μl 0,3 μM 
1 U/μL KAPA HotStart HiFi polimeraza DNA 0,5 μl 0,5 U 
cDNA 5 μl / 
Skupni volumen reakcijske mešanice 25 μl / 
 
3.3.2.4 Pogoji reakcije PCR 
Reakcije so bile izvedene na aparaturi SimpliAmp™ (Applied Biosystems) in pod pogoji, 
opisanimi v Preglednici 3. 
Preglednica 3: Začetni pogoji reakcije PCR. 
Korak Temperatura Čas Št. ponovitev 
Začetna denaturacija 95 ºC 3 min 1 
Denaturacija 98 ºC 20 sek 
 
15 – 35 x 
Prileganje 60 – 75 ºC 15 sek 
Podaljševanje 72 ºC 15 – 60 sek / kb 
Končno podaljševanje 72 ºC 1 min / kb 1 
 10 ºC ∞  
 
3.3.2.5 Delovni postopek 
Za vsakega bolnika smo pripravili eno reakcijo PCR, s katero smo pomnoževali en odsek 
gena (P1). Ker je ekson 8 sestavljen iz 612 bp, smo le tega za sekvenčno reakcijo razdelili 
na dva odseka (F1 in F2). In sicer tako, da smo uporabili po dva ZO v smiselni (F1f in F2f) 
in dva v protismiselni orientaciji (F1r in F2r). Pri sekvenciranju po Sangerju je za 
interpretacijo sekvence optimalna dolžina 300-400 bp (Slika 8).   
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Slika 8: Shematski prikaz pomnoževanja odsekov PCR in sekvenčne reakcije ob določitvi mutacij v genu 
EPOR. 
 
 Reagente in vzorce cDNA smo odtajali pri sobni temperaturi, jih premešali in 
kratko centrifugirali ter postavili v hladilni blok, kjer smo jih hranili ves čas 
delovnega postopka. 
 Pripravili smo 0,2 ml sterilne mikrocentrifugirke za reakcije v dvojniku (dva 
bolnika in kontrolne reakcije). Pred začetkom priprave reakcijske mešanice PCR 
smo vzorce označili, ter jih postavili v stojalo za 0,2 ml mikrocentrifugirke. 
 Pripravili smo 1,5 ml sterilno mikrocentrifugirko in jo označili.  V skladu s 
Preglednico 2, smo pripravili reakcijsko mešanico za toliko vzorcev, kot imamo 
bolnikov in kontrol in dodatno reakcijo zaradi izgub pri pipetiranju. 
 Reakcijske mešanice smo premešali in kratko centrifugirali (5000 g/min, 10 s), ter 
jih postavili v hladilni blok. 
 Reakcijske mešanice smo alikvotirali po 20 μl v ustrezno označene 0,2 ml 
mikrocentrifugirke. 
 K reakcijskim mešanicam smo dodali 5 μl raztopine cDNA. 
 Ponovno smo na kratko premešali in centrifugirali. 
 Prenesli smo jih v aparat za PCR, ter nastavili pogoje reakcije PCR, kot so 
prikazani v Preglednici 3 (PCR aparat SimpliAmp™).  
 Produkte PCR smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo nukleinskih kislin na 
1 % agaroznem gelu, 60 min, pri 80 V. 
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 Na gel smo nanesli 10 µl reakcijske mešanice in 2 µl 6-kratnega nanašalnega pufra. 
Če elektroforeze ne izvedemo takoj, lahko vzorce shranimo v hladilniku pri +4°C 
za največ 1 teden. 
 Po končani elektroforezi smo rezultate dokumentirali, vzorce označili in sliko 
nalepili v laboratorijski dnevnik. 
 
3.3.2.6 Čiščenje produktov reakcije PCR 
 Produkte reakcije PCR smo očistili po navodilih proizvajalca ExoSAP-IT 
(Affymetrix). Reagent se uporablja za odstranjevanje odvečnih ZO in dNTP pri 
velikosti produktov od 100 bp do 20 kbp, brez izgub. Potek čiščenja: 
o na 5 µl produkta PCR smo dodali 2 µl reagenta ExoSAP-IT, 
o 15 minut smo mešanico inkubirali pri 37°C, da so se ZO in dNTP 
razgradili,   
o nato smo mešanico 15 minut inkubirali pri 80°C, da se je reagent 
deaktiviral. 
 Tako očiščeni produkti so pripravljeni za nadaljnjo analizo ali hrambo na – 20°C.  
 Pred sekvenčno reakcijo smo 2 µl očiščenih produktov reakcije PCR analizirali na 
2 % agaroznem gelu.  
 
3.3.2.7 Sekvenčna reakcija in analiza sekvenc 
 Sekvenčno reakcijo smo izvedli po navodilih proizvajalca na aparatu ABI 310 
(Applied Biosystems). Uporabili smo BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing 
Kit (Thermo Fisher Scientific). Pogoji reakcije so opisani v Preglednici 5. 
Poravnavo nukleotidnih zaporedij smo izvedli z uporabo programov BLAST® 
(NCBI) in Sequence Scanner Software 2 (Applied Biosystems). 
 Produkte reakcije PCR smo sekvencirali v dvojniku z ustreznim smernim in 
protismernim začetnim oligonukleotidom (zaporedje ZO je prikazano v Preglednici 
1), tako da smo pokrili celoten ekson 8 gena EPOR. 
 Postopek smo izvedli sledeče: 
 Pripravili smo tabelo z načrtom pipetiranja vzorcev na mikrotitrsko ploščico. 
 Pripravili smo 4 mikrocentrifugirke in jih označili z imeni začetnih 
oligonukleotidov. 
 Pripravili smo reakcijske mešanice, kot je opisano v Preglednici 4. V reakcijo smo 
dodali le en začetni oligonukleotid s koncentracijo 5 pmol / µl. 
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 Pripravljeno reakcijsko mešanico smo premešali in kratko centrifugirali. 
 Reakcijske mešanice smo razdelili po 18 - 19,5 µl (odvisno od koncentracije 
vzorca) na mikrotitrsko ploščico, kot smo določili v tabeli z načrtom pipetiranja. 
 Na mikrotitrsko ploščico smo dodali k reakcijskim mešanicam 0,5 - 2,0 µl 
očiščenih neredčenih vzorcev (produktov PCR) (volumen je odvisen od 
koncentracije vzorca). 
 Mikrotitrsko ploščico smo pokrili in kratko centrifugirali. 












 Mikrotitrsko ploščico smo prenesli v aparat PCR, kjer smo nastavili pogoje 
sekvenčne reakcije PCR-ja, kot so prikazani v Preglednici 5. Uporabili smo 
univerzalne pogoje sekvenčne reakcije. 
 Po končanem sekvenčnem PCR smo vzorce očistili s kitom BigDye XTerminator 
in jih pripravili za sekvenčno analizo.  
Preglednica 5: Pogoji sekvenčnega PCR ob določitvi mutacij v genu EPOR. 
Korak Temperatura Čas Število ciklov 
Inkubacija 96ºC 1 min 1 
Denaturacija 96ºC 10 s 
 
25 
Prileganje 50ºC 5 s 
Podaljševanje 60ºC 4 min 
 4ºC  1 
 
 
Reagent / število reakcij 1 
Ready reaction premix (μl) 1 
BigDye  pufer (μl) 3,5 
Voda (μl) 7,22 
ZO (5 pmol/ μl) (μl) 0,32 
GC rich resolution solution (μl) 7,5 
Vsota (μl) 19,5 
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3.3.2.7.1 Analiza sekvenc 
Pridobljene rezultate smo analizirali z uporabo programov BLAST (NCBI) in Sequence 
Scanner Software 2 (Applied Biosystems): 
 S programom Sequence Scanner Software 2 smo natančno pregledali nukleotidna 
zaporedja obeh bolnikov in dveh kontrol.  
 Kot primerjalno nukleotidno zaporedje smo uporabili nukleotidno zaporedje z 
oznako NM_000121.3 - Homo sapiens erythropoietin receptor (EPOR), transcript 
variant 1, mRNA. 
 S programom BLAST smo primerjali nukleotidno zaporedje bolnikov in kontrol ter 
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4 REZULTATI 
4.1  PREGLED LITERATURE IN PODATKOVNIH ZBIRK 
V magistrski nalogi smo zbrali vse objavljene različice nukleotidega zaporedja v genu 
EPOR povezane z DE. Zbrani podatki so predstavljeni v Preglednicah 6 in 7. Preverili smo 
tudi različice, ki so v prej objavljenih vezavnih mestih za proteine. Različice nukleotidnih 
zaporedij in vezna mesta negativne regulatorne domene so prikazani v Prilogah A in B.  
Pregled literature in brskalnika Ensembl je razkril 24 različic povezanih z DE, ki se 
nahajajo v eksonu 8 gena EPOR. Dvajset različic ima za posledico prezgodnjo prekinitev, 
zato ti skrajšani receptorji nimajo dela citoplazmatske domene, odgovorne za negativno 
regulacijo (Preglednica 6). Preostale štiri različice se pojavljajo v povezavi z DE, vendar 
niso opredeljene kot vzročne, saj ne pride do skrajšanja receptorja (Preglednica 7) (Huang 
in sod., 2010; Ensembl, 2018). Večina raziskav je bila opravljena na družinskih članih, več 
generacij pretežno prebivalstva Evrope, bele rase. 
Zbrane podatke smo dopolnili z ustreznimi genomskimi informacijami. Pri  raziskavi smo 
ugotovili, da se nomenklatura različic in poročanje o genomskih lokacijah močno razlikuje 
med posameznimi podatkovnimi zbirkami in publikacijami. Poleg tega, v večini publikacij 
ni bilo navedenih identifikacijskih številk za različice (rs ID-jev) Nomenklatura zbranih 24 
zaporednih različic v EPOR je bila dopolnjena in poenotena. Za 11 od 24, zbranih 
nukleotidnih različic gena EPOR, smo iz podatkovnih zbirk pridobili ustrezno 
identifikacijsko številko rs (Preglednici 6 in 7). Preostalih 13 različic nima rs ID-jev. V 
preglednice smo vnesli tudi imena sinonimov različic. Genomske lokacije smo dopolnili v 
skladu z glavnimi genomskimi brskalniki, na primer 19: 11378316 G>T in 19: 11378368-
11378369 GG>- (Ensembl, 2018; dbSNP, 2018). 
Prav tako smo želeli ugotoviti, ali obstajajo različice zaporedij v vezavnih mestih za 
proteine. Vezavno mesto za SOCS-3 oz. SHP-1 je navedeno v podatkovni zbirki UniProt 
in je v eksonu 8. Ta regija se prekriva z različico c.1362C>G (Preglednica 6 in Priloga B, 
stran 2). To je drugačnosmiselna različica, ki vodi k prezgodnjemu zaključnemu (stop) 
kodonu, in povzroči, da se protein EPOR skrajša za 55 aminokislin (najkrajša C-končna 
skrčitev) (Chauveau in sod., 2016). 
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Preglednica 6: Različice zaporedja DNA (delecije, insercije, zamenjave posamičnih nukleotidov, duplikacije) v eksonu 8 gena EPOR, ki povzročijo skrajšanje 






ID različice kot v 
literaturi 
Genomske koordinate 
[kromosom:genom, lokacija in 















(aa) oz. za 
xx aa) 
 
Etničnost/ rasa / država in število 
preiskovancev (obolelih) 
Prva potrditev fenotipa (Opis 







19:11378368-11378369GG/- 1277-1278 381 
pri 382 aa > 
za 127 aa 
2 odrasli ženski  (sestrični) 






19:11378316G/T 1330 399 
pri 399 aa > 
za 110 aa 
16 članov, 4-generacije družine iz 
Maine, ZDA, bela rasa 





19:11378277delT 1369 412 
pri 452 aa > 
za 57 aa 
 
15 letni moški (Avstralija) 





19:11378276C/A 1370 412 
pri 412 aa > 
za 97 aa 
 
70 bolnikov iz Portugalske (41), 
Španije (23) in Francije (6); razdeljeni 
v 3 skupine, glede na vrednost EPO v 
serumu 






19:11378235_11378269del 1377-1411 415 
pri 444 aa > 
za 65 aa 
 
de novo 







19:11378262G/T 1384 417 
pri 417 aa > 
za 92 aa 
4 člani družine iz Italije 






19:11378256_11378259del 1387-1390 418 
pri 452 aa > 
za 57 aa 
3 člani družine iz Danske 






19:11378239_11378240delTT 1406-1407 424 
pri 424 aa > 
za 85 aa 
preko 3 generacij, 4 člani družine iz 
Francije 
(Al-Sheikh in sod., 2008) 
PMID: 18492694 




19:11378238G/T 1408 425 
pri 425 aa > 
za 84 aa 
43 primerov iz ZDA, Kanade, VB, 
Češke, Švedske, Danske, Nemčije, 
Rusije 





19:11378233C/G 1413 426 
pri 426 aa > 
za 83 aa 
4 člani družine, 3 generacije 
 






mati in 2 sinova 
(Rives in sod., 2007) 
PMID: 17488692 
 
 (se nadaljuje)  
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ID različice kot v 
literaturi 
Genomske koordinate 
[kromosom:genom, lokacija in 















(aa) oz. za 
xx aa) 
 
Etničnost/ rasa / država in število 
preiskovancev (obolelih) 
Prva potrditev fenotipa (Opis 






19:11378228_11378229insT 1417-1418 428 
pri 444 aa > 
za 65 aa 
 družina iz Češke, bela rasa 
 






19:11378226delC 1420 429 
pri 452 aa > 
za 57 aa 
mati in 2 hčerki 






19:11378221_11378222insG 1424-1425 430 
 
za 64 aa 
družina bele rase 







19:11378221-11378228dup 1418-1425 432 
 
za 79 aa 
Družina iz Švedske 






19:11378207_11378213del 1433-1439 433-435 za 59 aa 
družina, Ohio, ZDA, bela rasa 
(Kralovics in sod., 1997) 
PMID: 9292543 
 
3 generacije družine iz Nove Britanije, 
bela rasa 







19:378211C/T 1435 434 
pri 434 aa > 
za 75 aa 
Japonska družina (4 ženske, 3 
generacije) 









437 / 438 
pri 443 aa > 
za 66 aa 
3 bolniki družine iz Španije 









pri 439 aa > 
za aa 
Družina iz Finske 
 











19:11378194C/T 1452 439 
pri 439 aa > 
za 70 aa 
5-letna deklica 





19:11378149C/G 1497 454 
pri 454 aa > 
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19:11378373G/C 1273 380 Ne 1 bolnik iz Španije 





19:11378201C/T 1445 437 Ne 5 bolnikov iz Portugalske 









19:11378051T/C 1595 487 Ne 1 odrasli moški 








19:11378049G/A 1597 488 Ne odrasli belec 
(Sokol in sod., 1994) 
PMID: 8174675 
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V Preglednici 8 smo zbrali vse oblike različic gena EPOR iz brskalnika Ensembl 
(Ensembl, 2018). Zanimala nas je predvsem rubrika drugačnosmiselnih različic, ki smo jih 
analizirali z bioinformacijskima orodjema SIFT in PolyPhen. Med skupno 195 različicami, 
sta obe orodji skupaj, predvideli največji (škodljivi) vpliv na delovanje proteina za 33 
različic. Deset od teh se nahaja v eksonu 8 gena EPOR. 
Preglednica 8: Število različic nukleotidnega zaporedja iz zbirke Ensembl za gen EPOR (Ensembl, 2018). 
Lokacija različice v genu EPOR 
Navzgor od gena 706 
Navzdol od gena 798 
Introni 672 
Drugačnosmiselne različice 195 
Sinonimne različice 129 
3' UTR 124 
Različice kodirajočega zaporedja 89 
Povezane z izrezovanjem (angl. splice region) 40 
5' UTR 17 
Premik bralnega okvirja 11 
Pridobitev STOP kodona 9 
Izguba zaključnega kodona 1 
Delecija, ki ne spremeni bralnega okvirja 2 
Insercija, ki ne spremeni bralnega okvirja 2 
Različice, povezane z akceptorjem pri izrezovanju intronov 2 
Različice, povezane z donorjem pri izrezovanju intronov 2 
SKUPAJ 2799 
 
4.2     ANALIZA MUTACIJ V GENU EPOR 
Z reakcijo PCR pomnoženi EPOR se razteza med eksonom 2/3 in 3'UTR kodirajočim 
zaporedjem. Sekvencirali smo samo ekson 8. Celotno regijo 612 nukleotidov smo prekrili 
dvakrat, z začetnimi nukleotidi v smiselni in protismiselni orientaciji (Slika 8). S 
poravnavo nukleotidnega zaporedja bolnikov in kontrol ob referenčno zaporedje EPOR 
cDNA NM_000121.3, razlik nismo našli. 
4.2.1 Optimizacija PCR reakcije 
Začetno reakcijo PCR smo pripravili v skladu z navodilom proizvajalca kompleta KAPA 
HiFi HotStart PCR na vzorcih cDNA za vpeljavo metode, ki smo jih pridobili iz KOH 
UKC Ljubljana. Oba pufra, HiFi Fidelity in GC rich, smo preizkusili z istim protokolom 
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(Preglednica 3) in istim vzorcem cDNA za vpeljavo metode. Glede na bistveno bolj 




Slika 9: Razlika  med pufroma KAPA HiFi Fidelity in GC rich. S pufrom  GC rich je manj nespecifičnih 
produktov, poleg tega je količina specifičnega občutno večja (temnejša in debelejša črta) v primerjavi s 
pufrom Fidelity.  
Da bi odpravili prisotnost preostalih nespecifičnih produktov, smo protokol reakcije PCR 
prilagodili v več korakih. Začeli smo z višanjem temperature. Na tej stopnji še nismo 
spreminjali časa v korakih prileganja in podaljševanja, le ta sta bila pri vseh reakcijah 15 
ter 78 sekund (Slika 10). V naslednji fazi smo znižali število ciklov (Slika 10) ter 
poizkusili povečati specifičnost z uvedbo vgnezditvenega PCR (Slika 11). 
 
24 
Vočanec D. Analiza variabilnosti gena za eritropoetinski receptor pri družinski eritrocitozi.   




Slika 10: Optimizacija PCR z variacijo temperature (višanje) in nižanjem števila ciklov PCR na vzorcih 
cDNA za vpeljavo metode (A, B in C) in na vzorcih cDNA bolnikov (D). Čas prileganja je 15 in čas 
podaljševanja 78 sekund pri vseh reakcijah PCR. 
 
 
A)     B)                        
 
Slika 11: Vgnezditveni PCR. Prisotnost nespecifičnih produktov na primarnem produktu PCR (A) in 
vgnezditvenem PCR (B). Pogoje vgnezditvene reakcije PCR smo nastavili na 30 ciklov pri temperaturah 69, 
70 in 71°C ter času prileganja 30 s.   
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S spreminjanjem pogojev (temperatura – 69-71°C, čas prileganja – 30 sekund, število 
ciklov – 30 – 40, količina cDNA – 1 oz. 5 μl) nismo odpravili prisotnosti nespecifičnih 
produktov (Slika 10 in Slika 11, A). Z vpeljavo vgnezditvenega PCR (Slika 11, B) smo 
dosegli delno izboljšanje. Vendar smo ocenili, da je tudi pri tem vsebnost nespecifičnih 
produktov prevelika za izvedbo kakovostne sekvenčne reakcije. Zato smo optimizacijo v 
tej smeri opustili. 
Občutno izboljšanje rezultatov smo dosegli, ko smo razsoljene (angl. desalted) ZO 
proizvajalca IDT nadomestili z ZO, ki so očiščeni s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti (angl. high-performance liquid chromatography, HPLC), proizvajalca Eurofins 
Genomics. Rezultat reakcije PCR, pri temperaturi 68°C v koraku prileganja, času 
prileganja 45 in podaljševanja 60 sekund, ter 45 ciklih je prikazan na Sliki 12.  
  
 
Slika 12: Optimizacija PCR z izborom ZO. Primerjava produktov PCR z ZO različnih proizvajalcev ob 
enakih pogojih reakcije PCR (temperatura 68°C, čas prileganja 45 s, 45 ciklov PCR). 
Zadovoljiva kakovost produkta PCR je pri pogojih reakcije, ki so bistveno drugačni od 
začetnih pogojev (Preglednica 3) ter so navedeni v Preglednici 9. Končni rezultat 
optimizirane reakcije s cDNA obeh bolnikov (B1 in B2) in kontrol (K3 in K4) je prikazan 
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Slika 13: Izbrani pogoji PCR. Legenda: B1, B2 – bolnika 1 in 2, K3, K4 – zdravi kontroli 1 in 2. 
Eksperimentalno delo smo zaključili s sekvenčno reakcijo z metodo po Sangerju, ki smo jo 
izvedli v SHL na UKC Ljubljana.  
 
Korak Temperatura Čas Št. ponovitev 
Začetna denaturacija 95ºC 5 min 1 
Denaturacija 98ºC 20 sek  
45 x 
Prileganje 68 ºC 45 sek 
Podaljševanje 72ºC 1 min 
Končno podaljševanje 72ºC 1 min 1 
 10ºC ∞  
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5  RAZPRAVA 
Z analizo variabilnosti gena za EPOR pri DE, smo pregledali več ciljnih vročih točk. 
Zbirke podatkov in literaturo smo preiskali z namenom zbiranja nukleotidnih različic v 
genu za EPOR, saj so o njihovi povezavi z DE že poročali (de la Chapelle in sod., 1993; 
Huang in sod., 2010; Hussein in sod., 2012). Najpogosteje sta tipa različic, zamik bralnega 
okvirja (angl. frameshift) in predčasni stop kodon (angl. stop gained), potrjena v eksonu 8 
gena EPOR. Posledica omenjenih različic je skrajšanje proteina v citoplazmatski regiji in 
fenotip eritrocitoze. Opisani so številni primeri, kjer so vzrok DE mutacije gena EPOR 
(Preglednica 6) (Bento in sod., 2014). V nekaterih primerih, ko so mutacije, pretežno 
drugačnosmiselne (angl. missense variations), prisotne v eksonu 8 gena EPOR, pa le-te 
niso vzrok bolezni (Preglednica 7).  
Skupno smo v eksonu 8 gena EPOR našli 24 nukleotidnih različic. Različice so prisotne pri 
najmanj 170 bolnikih, 31 družinah, večinoma Evropejcih (belcih). Našli smo tudi poročila 
o primerih na Japonskem in v ZDA (Furukawa in sod., 1997; Arcasoy in sod., 2002).  
Na citoplazemski regiji se nahajajo vezavna mesta za proteine (SHP-1 in SOCS-3), ki so 
odgovorni za negativno regulacijo receptorja (Klingmüller in sod., 1995; Huang in sod., 
2010). Ob skrajšanju proteina pride do izgube vezavnih mest, ki sta na mestu med 454 in 
456 aminokislino (aa). Najmanjše dokumentirano skrajšanje EPOR je na 3' koncu pri 454 
aminokislini (za 55 aa). Povzroči ga različica c.1362C>G (rs ID še ni dodeljena) 
(Chauveau in sod., 2016). Največje skrajšanje na 5' koncu je  rs281860299 pri 382 aa (za 
127 aa) (Al-Sheikh in sod., 2008). Različice nižje od 454 aa najverjetneje ne privedejo do 
DE, saj je negativno vezavno mesto še vedno ohranjeno.  
Zbrane podatke smo dopolnili z dodatnimi informacijami (številke SNP ID, genomske in 
RefSeq koordinate), tako da smo pridobljene informacije iz različnih virov med seboj 
primerjali in uskladili (Preglednici 6 in 7). V prihodnje predlagamo standardizirano obliko 
poročanja o različicah zaporedja DNA gena EPOR v povezavi z DE: rs ID različice, 
genomske koordinate, biotip, etnična pripadnost bolnikov, referenca literature in številka 
PMID. Na ta način se bo bistveno izboljšala preglednost področja (Slemc in Kunej, 2016). 
Eksperimentalna izvedba naloge je obsegala optimizacijo reakcije PCR, sekvenčno 
reakcijo in interpretacijo oziroma analizo pridobljenih rezultatov. Največ težav smo imeli z 
optimizacijo reakcije PCR, kar pripisujemo izredno visoki homologiji gena. Zadostno 
specifičnost in čistost produktov PCR, ki so primerni za izvedbo sekvenčne reakcije, smo 
dosegli z uporabo kakovostnejših (HPLC) ZO in s pogoji reakcije oziroma protokolom, 
kjer smo variirali temperaturo začetne denaturacije in prileganja, število ciklov reakcije, 
čas prileganja, pa tudi količino vzorca cDNA.  
Sekvenčna reakcija je potekala rutinsko,  po ustaljenem protokolu SHL KOH UKC 
Ljubljana. Sekvence smo analizirali s programom Sequence Scanner Software 2, ki 
omogoča vizualni pregled izpisa (elektroferograma). Z BLAST (BLAST, 2018) smo 
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posamične sekvence (za vsakega bolnika in vsak ZO posebej) primerjali z referenčnim 
zaporedjem DNA (RefSeq NM_000121.3). Na koncu smo nukleotidna zaporedja bolnikov 
in kontrol v celoti vzporedili z referenčnim zaporedjem izpisanim iz zbirk NCBI in 
Ensembl (Priloga A). Ker nismo ugotovili razlik v nukleotidnem zaporedju med bolniki in 
kontrolami ter referenčnim zaporedjem, jih nismo uvrstili med 12 – 15 odstotkov bolnikov 
z DE;  pri katerih je vzrok bolezni mutacija v eksonu 8 gena EPOR. 
Uspeli smo vpeljati nov diagnostični genetsko-molekularni test za določanje mutacij v 
eksonu 8 gena EPOR, ki ga bodo v UKC Ljubljana uporabljali pri bolnikih z JAK2 
negativnimi eritrocitozami. Poleg tega je naše delo pripomoglo k postavitvi temeljev za 
nadaljnje raziskave drugih genov povezanih z DE (Camps in sod., 2016). Analiza genov 
VHL (Mencin, 2017), EPO (Prijatelj, 2018) in HIFA (Kristan, 2018), v doslej napisanih v 
magistrskih nalogah, je bistveno razširila možnosti diagnostičnih postopkov za bolnike z 
JAK2 negativnimi eritrocitozami. Naloge, vključno s to, nudijo možnost za hiter prenos 
novih metod v klinično prakso. Postavitev prave diagnoze bo omogočila izbor 
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6  SKLEPI 
1. Sklepi, ki se nanašajo na sistematični pregled literature in analizo z bioinformacijskim 
orodjem: 
 Do sedaj proučevane različice nukleotidnega zaporedja gena EPOR so povezali z 
družinsko eritrocitozo. Opisanih 24 različic je v eksonu 8. 
 Poenotili smo imena genetskih variacij s priporočeno nomenklaturo. 
 Predlagali smo smernice za predstavljanje rezultatov v znanstveni literaturi na tem 
področju, ki sestoji iz naslednjih podatkov: ime gena, oznaka polimorfizma, 
genomske koordinate različice in številka PMID vira, kjer je bila različica prvič 
opisana. 
 Prvo hipotezo, ki se glasi: »Različice gena EPOR so tudi v regijah vezavnih mest 
za proteine« smo potrdili, saj smo našli eno različico nukleotidnega zaporedja, ki je 
na mestu predhodno poročanega vezavnega mesta za proteine. In sicer različico 
c.1362C>G, ki se nahaja v vezavnem mestu za SOCS-3/SHP-1. 
  Bioinformacijska analiza z uporabo orodij SIFT in PolyPhen je razkrila največji 
napovedani učinek na delovanje proteina za 33 drugačnosmiselnih različic (angl. 
missense variants). 
 Drugo hipotezo, ki se glasi: »Različice gena EPOR, za katere obstaja največji 
napovedani učinek na delovanje proteina z bioinformacijskimi orodji , so povezane 
z eritrocitozo« smo potrdili, saj smo našli deset različic z največjim napovedanim 
učinkom na funkcijo proteina v eksonu 8. 
2. Sklepi, ki se nanašajo na eksperimentalni del naloge:  
 Optimizirali smo reakcijo PCR za pomnožitev odseka gena EPOR ter pridobili 
nukleotidno zaporedje obeh bolnikov. Pomnožili smo 1431 bp cDNA, ki zajema 
odsek od meje med eksonoma 2 in 3 do 3'UTR regije in nato sekvencirali odsek 
612 bp, ki zajema ekson 8. 
 Primerjali smo nukleotidno zaporedje bolnikov in zdravih kontrol ob referenčno 
zaporedje. Razlik nismo ugotovili. 
 Tretje hipoteze, ki se glasi: »Bolniki z eritrocitozo neznanega vzroka, ki so bili 
vključeni v raziskavo, imajo različice nukleotidnega zaporedja v genu EPOR« 
nismo potrdili, saj z novo postavljeno diagnostično metodo pri dveh bolnikih nismo 
našli različic v eksonu 8. Nukleotidno zaporedje gena EPOR pri bolnikih se ni 
razlikovalo od zaporedja dveh negativnih kontrol. 
 Olajšali smo prenos nove diagnostične metode za odkrivanje DE v klinično 
uporabo v UKC Ljubljana. 
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Primerjava referenčnega kodirajočega nukleotidnega zaporedja in nukleotidnega zaporedja 
dveh bolnikov (B1 in B2) ter dveh zdravih kontrol (K3 in K4) v smeri 5'UTR proti 3'UTR  
gena EPOR 
 
Legenda: Ensembl - izpis nukleotidnega zaporedja iz genomskega brskalnika Ensembl v.92 (obsega 2411 
bp); NCBI - izpis nukleotidnega zaporedja iz NCBI (NCBI Reference Sequence: NM_000121.3, obsega 
2459 bp; na 5'UTR za 30 bp ter na  3'UTR koncu 18 bp daljši kot izpis iz Ensembl-a); PROTEIN – 
kodirajoče DNA zaporedje (angl. coding DNA sequence); ATG – začetni (start) kodon; TAG – zaključni 
(stop) kodon; >>>>> - lega začetnih oligonukleotidov v smiselni smeri (angl. forward primer); <<<<< - lega 




Ensembl                 1     TCAGCTGCGTCCGGCGGAGGCAGCTGCTGACCCAGCTGTGGACTGTGCCGGGGGCGGGGG  60 
NCBI                    31    ............................................................  90 
 
Ensembl                 61    ACGGAGGGGCAGGAGCCCTGGGCTCCCCGTGGCGGGGGCTGTATCATGGACCACCTCGGG  120 
NCBI                    91    ............................................................  150 
PROTEIN: EPOR           1                                                   M  D  H  L  G  
 
Ensembl                 121   GCGTCCCTCTGGCCCCAGGTCGGCTCCCTTTGTCTCCTGCTCGCTGGGGCCGCCTGGGCG  180 
NCBI                    151   ............................................................  210 
PROTEIN: EPOR           6      A  S  L  W  P  Q  V  G  S  L  C  L  L  L  A  G  A  A  W  A  
 
Ensembl                 181   CCCCCGCCTAACCTCCCGGACCCCAAGTTCGAGAGCAAAGCGGCCTTGCTGGCGGCCCGG  240 
NCBI                    211   ............................................................  270 
PROTEIN: EPOR           26     P  P  P  N  L  P  D  P  K  F  E  S  K  A  A  L  L  A  A  R  
 
Ensembl                 241   GGGCCCGAAGAGCTTCTGTGCTTCACCGAGCGGTTGGAGGACTTGGTGTGTTTCTGGGAG  300 
NCBI                    271   ............................................................  330 
PROTEIN: EPOR           46     G  P  E  E  L  L  C  F  T  E  R  L  E  D  L  V  C  F  W  E  
 
Ensembl                 301   GAAGCGGCGAGCGCTGGGGTGGGCCCGGGCAACTACAGCTTCTCCTACCAGCTCGAGGAT  360 
NCBI                    331   ..........................................>>>>>>>>>>>>>>>>>>  390 
PROTEIN: EPOR           66     E  A  A  S  A  G  V  G  P  G  N  Y  S  F  S  Y  Q  L  E  D  
 
Ensembl                 361   GAGCCATGGAAGCTGTGTCGCCTGCACCAGGCTCCCACGGCTCGTGGTGCGGTGCGCTTC  420 
NCBI                    391   >>>>>>......................................................  450 
PROTEIN: EPOR           86     E  P  W  K  L  C  R  L  H  Q  A  P  T  A  R  G  A  V  R  F  
 
Ensembl                 421   TGGTGTTCGCTGCCTACAGCCGACACGTCGAGCTTCGTGCCCCTAGAGTTGCGCGTCACA  480 
NCBI                    451   ............................................................  510 
PROTEIN: EPOR           106    W  C  S  L  P  T  A  D  T  S  S  F  V  P  L  E  L  R  V  T  
 
Ensembl                 481   GCAGCCTCCGGCGCTCCGCGATATCACCGTGTCATCCACATCAATGAAGTAGTGCTCCTA  540 
NCBI                    511   ............................................................  570 
PROTEIN: EPOR           126    A  A  S  G  A  P  R  Y  H  R  V  I  H  I  N  E  V  V  L  L  
 
Ensembl                 541   GACGCCCCCGTGGGGCTGGTGGCGCGGTTGGCTGACGAGAGCGGCCACGTAGTGTTGCGC  600 
NCBI                    571   ............................................................  630 
PROTEIN: EPOR           146    D  A  P  V  G  L  V  A  R  L  A  D  E  S  G  H  V  V  L  R  
 
Ensembl                 601   TGGCTCCCGCCGCCTGAGACACCCATGACGTCTCACATCCGCTACGAGGTGGACGTCTCG  660 
NCBI                    631   ............................................................  690 
PROTEIN: EPOR           166    W  L  P  P  P  E  T  P  M  T  S  H  I  R  Y  E  V  D  V  S  
 
Ensembl                 661   GCCGGCAACGGCGCAGGGAGCGTACAGAGGGTGGAGATCCTGGAGGGCCGCACCGAGTGT  720 
NCBI                    691   ............................................................  750 
PROTEIN: EPOR           186    A  G  N  G  A  G  S  V  Q  R  V  E  I  L  E  G  R  T  E  C  
 
Ensembl                 721   GTGCTGAGCAACCTGCGGGGCCGGACGCGCTACACCTTCGCCGTCCGCGCGCGTATGGCT  780 
NCBI                    751   ............................................................  810 
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Ensembl                 781   GAGCCGAGCTTCGGCGGCTTCTGGAGCGCCTGGTCGGAGCCTGTGTCGCTGCTGACGCCT  840 
NCBI                    811   ............................................................  870 
PROTEIN: EPOR           226    E  P  S  F  G  G  F  W  S  A  W  S  E  P  V  S  L  L  T  P  
 
Ensembl                 841   AGCGACCTGGACCCCCTCATCCTGACGCTCTCCCTCATCCTCGTGGTCATCCTGGTGCTG  900 
NCBI                    871   ............................................................  930 
PROTEIN: EPOR           246    S  D  L  D  P  L  I  L  T  L  S  L  I  L  V  V  I  L  V  L  
 
Ensembl                 901   CTGACCGTGCTCGCGCTGCTCTCCCACCGCCGGGCTCTGAAGCAGAAGATCTGGCCTGGC  960 
NCBI                    931   ............................................................  990 
PROTEIN: EPOR           266    L  T  V  L  A  L  L  S  H  R  R  A  L  K  Q  K  I  W  P  G  
 
Ensembl                 961   ATCCCGAGCCCAGAGAGCGAGTTTGAAGGCCTCTTCACCACCCACAAGGGTAACTTCCAG  1020 
NCBI                    991   ............................................................  1050 
B1                      1050                                                             .  1050 
PROTEIN: EPOR           286    I  P  S  P  E  S  E  F  E  G  L  F  T  T  H  K  G  N  F  Q  
 
Ensembl                 1021  CTGTGGCTGTACCAGAATGATGGCTGCCTGTGGTGGAGCCCCTGCACCCCCTTCACGGAG  1080 
NCBI                    1051  ..........>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>..............................  1110 
B1                      1051  ............................................................  1110 
B2                      1067                  ............................................  1110  
K3                      1051  ............................................................  1110 
K4                      1051  ............................................................  1110 
PROTEIN: EPOR           306    L  W  L  Y  Q  N  D  G  C  L  W  W  S  P  C  T  P  F  T  E  
 
Ensembl                 1081  GACCCACCTGCTTCCCTGGAAGTCCTCTCAGAGCGCTGCTGGGGGACGATGCAGGCAGTG  1140 
NCBI                    1111  ............................................................  1170 
B1                      1111  ............................................................  1170 
B2                      1111  ............................................................  1170 
K3                      1111  ............................................................  1170 
K4         1111  ............................................................  1170 
PROTEIN: EPOR           326    D  P  P  A  S  L  E  V  L  S  E  R  C  W  G  T  M  Q  A  V  
 
Ensembl                 1141  GAGCCGGGGACAGATGATGAGGGCCCCCTGCTGGAGCCAGTGGGCAGTGAGCATGCCCAG  1200 
NCBI                    1171  ............................................................  1230 
B1                      1171  ............................................................  1230 
B2                      1171  ............................................................  1230  
K3                      1171  ............................................................  1230 
K4                      1171  ............................................................  1230 
PROTEIN: EPOR           346    E  P  G  T  D  D  E  G  P  L  L  E  P  V  G  S  E  H  A  Q  
 
Ensembl                 1201  GATACCTATCTGGTGCTGGACAAATGGTTGCTGCCCCGGAACCCGCCCAGTGAGGACCTC  1260 
NCBI                    1231  ............................................................  1290 
B1                      1231  ............................................................  1290 
B2         1231  ............................................................  1290 
K3                      1231  ............................................................  1290 
K4                      1231  ............................................................  1290 
PROTEIN: EPOR           366    D  T  Y  L  V  L  D  K  W  L  L  P  R  N  P  P  S  E  D  L  
 
Ensembl                 1261  CCAGGGCCTGGTGGCAGTGTGGACATAGTGGCCATGGATGAAGGCTCAGAAGCATCCTCC  1320 
NCBI                    1291  ..............................................>>>>>>>>>>>>>>  1350 
B1                      1291  ............................................................  1350 
B2                      1291  ............................................................  1350 
K3                      1291  ............................................................  1350 
K4         1291  ............................................................  1350 
PROTEIN: EPOR           386    P  G  P  G  G  S  V  D  I  V  A  M  D  E  G  S  E  A  S  S  
 
Ensembl                 1321  TGCTCATCTGCTTTGGCCTCGAAGCCCAGCCCAGAGGGAGCCTCTGCTGCCAGCTTTGAG  1380 
NCBI                    1351  >>>>>>>................................<<<<<<<<<<<<<<<<<<...  1410 
B1                      1351  ............................................................  1410 
B2                      1351  ............................................................  1410 
K3                      1351  ............................................................  1410 
K4                      1351  ............................................................  1410 
PROTEIN: EPOR           406    C  S  S  A  L  A  S  K  P  S  P  E  G  A  S  A  A  S  F  E  
 
Ensembl                 1381  TACACTATCCTGGACCCCAGCTCCCAGCTCTTGCGTCCATGGACACTGTGCCCTGAGCTG  1440 
NCBI                    1411  ............................................................  1470 
B1                      1411  ............................................................  1470 
B2                      1411  ............................................................  1470 
K3                      1411  ............................................................  1470 
K4                      1411  ............................................................  1470 
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(nadaljevanje priloge A) 
 
 
Ensembl                 1441  CCCCCTACCCCACCCCACCTAAAGTACCTGTACCTTGTGGTATCTGACTCTGGCATCTCA  1500 
NCBI                    1471  ............................................................  1530 
B1         1471  ............................................................  1530 
B2                      1471  ............................................................  1530 
K3                      1471  ............................................................  1530 
K4                      1471  ............................................................  1530 
PROTEIN:EPOR            446    P  P  T  P  P  H  L  K  Y  L  Y  L  V  V  S  D  S  G  I  S  
 
Ensembl                 1501  ACTGACTACAGCTCAGGGGACTCCCAGGGAGCCCAAGGGGGCTTATCCGATGGCCCCTAC  1560 
NCBI                    1531  ............................................................  1590 
B1                      1531  ............................................................  1590 
B2                      1531  ............................................................  1590 
K3                 1531  ............................................................  1590 
K4         1531  ............................................................  1590 
PROTEIN: EPOR           466    T  D  Y  S  S  G  D  S  Q  G  A  Q  G  G  L  S  D  G  P  Y  
 
Ensembl                 1561  TCCAACCCTTATGAGAACAGCCTTATCCCAGCCGCTGAGCCTCTGCCCCCCAGCTATGTG  1620 
NCBI                    1591  ....................................................<<<<<<<<  1650 
B1                      1591  ............................................................  1650 
B2                      1591  ............................................................  1650 
K3         1591  ............................................................  1650 
K4                      1591  ............................................................  1650 
PROTEIN: EPOR           486    S  N  P  Y  E  N  S  L  I  P  A  A  E  P  L  P  P  S  Y  V  
 
Ensembl                 1621  GCTTGCTCTTAGGACACCAGGCTGCAGATGATCAGGGATCCAATATGACTCAGAGAACCA  1680 
NCBI                    1651  <<<<<<<<<<<<<<..............................................  1710 
B1                      1651  ..................                                            1668 
B2         1651  ..............                                                1664 
K3                 1651  ..........                                                    1660 
K4         1651  ..........................                                    1676 
PROTEIN: EPOR           506    A  C  S                                                     
 
Ensembl                 1681  GTGCAGACTCAAGACTTATGGAACAGGGATGGCGAGGCCTCTCTCAGGAGCAGGGGCATT  1740 
NCBI                    1711  ............................................................  1770 
 
Ensembl                 1741  GCTGATTTTGTCTGCCCAATCCATCCTGCTCAGGAAACCACAACCTTGCAGTATTTTTAA  1800 
NCBI                    1771  ...........<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<............................  1830 
 
Ensembl                 1801  ATATGTATAGtttttttttGTATCtatatatatatataCACATATGTATGTAAGTTTTTC  1860 
NCBI                    1831  ............................................................  1890 
 
Ensembl                 1861  TACCATGATTTCTACAAACACCCTTTAAGTCCCATCTTCCCCTGGGCATAGGCCATAGGG  1920 
NCBI                    1891  ............................................................  1950 
 
Ensembl                 1921  ATAGAAGTTAAAGTTCTTGAGCTTATTCAGAAGCTGGATCTGCAATCTGAATGCTACTCA  1980 
NCBI                    1951  ............................................................  2010 
 
Ensembl                 1981  TAACATAACAAAATAGTATGTTAAACAGCTCTTAAATCTTACTGGCTTACCACATTAAAT  2040 
NCBI                    2011  ............................................................  2070 
 
Ensembl                 2041  GATTTCTCTCTCCTAACTCAGCTCAAATGGGCAGCCATCCATGGGATGAGTCAGAGGTTC  2100 
NCBI                    2071  ............................................................  2130 
 
Ensembl                 2101  AGACTCTTCCAGTCTGTAGCTCTACCTTCTCTTAGGGTACTTAGATGGATCCCCTGTTCT  2160 
NCBI                    2131  ............................................................  2190 
 
Ensembl                 2161  ACAAACTGCCAGTCAGCAAGGGAAGAAAAAGGGCAGCAATGACCCTCAATGGGCCATTTG  2220 
NCBI                    2191  ............................................................  2250 
 
Ensembl                 2221  AGGGATCTGGCCTGGAAATGGGCTTCCTCTCTTCTTCTCACACCTCACTGGCTGGAAACA  2280 
NCBI                    2251  ............................................................  2310 
 
Ensembl                 2281  GTCACATGACCCCAGTCACATGAAAGGCCAGGAAACTTAGTTTAGCTGTACACCCAGGAA  2340 
NCBI                    2311  ............................................................  2370 
 
Ensembl                 2341  GGGCAAAGCTGTTTAAGGGCCACTAGCTAGTCTCTGCCACTAATAATAATAAAAGTAATT  2400 
NCBI                    2371  ............................................................  2430 
 
Ensembl                 2401  CTGAATCAGGC  2411 
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Shematski prikaz lege vseh različic zaporedja v eksonu 8 gena EPOR, ki so opisane v  
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Abstract 
The primary cause of increased number of red blood cells may be polycythaemia vera (PV) or 
familial erythrocytosis (FE). In the present study we wanted to determine genetic cause of disease 
in a patient with elevated number of red blood cells (RBC). The mutation in a JAK2 is indicative 
for PV. The mutation analysis for Janus kinase 2 gene (JAK2) V617F and JAK2 exon 12 mutations 
turned negative, excluding the probability of the PV in the patient. Physicians have exhausted all of 
standard operating protocol options. For this reason we have searched literature and genomic 
databases for novel genetic causes for elevated number of RBC found in a patient.  From several 
candidate genes, that could take part in disease development, candidate genes for erythropoietin 
(EPO) and erythropoietin receptor (EPOR) were selected for analysis. According to the Ensembl 
genome browser release 80 there are 540 genomic variations located within the EPO gene, but 
currently no known variation is associated with FE. We found some known mutations causing 
elevated RBC in genes involved in oxygen sensing pathway that are important in EPO regulation. 
Ensembl includes 801 mutations in protein coding EPOR-001 transcript. Based on literature 
research, all of mutations associated with FE in EPOR are located in exon 8. Sequence analysis of 
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